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纤维素高效酶水解方法的探讨
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摘要: 纤维素酶解可为生物质基的能源与化工品开发提供必需的水溶性还原糖。实验以浓磷酸解结晶处理结合纤维素
酶－β－葡萄糖苷酶混合酶液的协同酶解，构建了一种高效酶解方法。实验结果表明，酶水解的最佳条件为: 酶液质量浓度为
0. 062 5 mg /mL，底物质量浓度为 12. 5 mg /mL，pH 为 4. 8 缓冲溶液，酶解温度为 50℃，转速为 120 r /min。解结晶 MCC 结合协同
酶解方法作用 120 h 和解结晶麦草结合协同酶解方法作用 120 h，产物得率均得到大幅提高。
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Abstract: Enzymatic hydrolysis can provide necessary soluble reducing sugars for biomass based energy and
chemicals． An effective enzymatic hydrolytic method is established by using the concentrated phosphoric acid to
decrystallize the microcrystalline cellulose ( MCC) and wheat straw，and cellulose to mix with β-Glucosidase． The optimal
enzymatic hydrolysis conditions are shown as follows: 0. 062 5 mg /mL of cellulose，12. 5 mg /mL of substrate，pH 4. 8 of
citric acid buffer solution，50℃ of enzymolysis temperature and 120r /min of shaking speed． The yields are both greatly
improved for decrystallization of MCC /enzymolysis and decrystallization of wheat straw /enzymolysis for 120 hours．
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达 1. 55 × 1012 t 干重，我国每年产生的秸杆、稻梗等
















纤维素酶( EC3. 2. 1. 4，来源于黑曲霉( Aspergil-
lus niger) ) ，上海伯奥生物科技有限公司生产，酶活
单位定义为: 1 U = 1 mg 酶 1 min 产生 1 μg 还原糖
( 以葡萄糖计) ，测试条件为 pH 4. 8 柠檬酸盐缓冲
液，50℃ 下 反 应 30 min，该 酶 的 滤 纸 酶 活 为
1. 163 U; β－葡萄糖苷酶( EC3. 2. 1. 4，来源于杏仁) ，
上海伯奥生物科技有限公司生产，以纤维二糖为标
准底物检测其酶活，测试条件为 pH 4. 8 柠檬酸盐缓
冲液，50℃ 下反应 30 min，该酶的酶活为 7. 288 U;





公司生产; 紫外检测仪，德国 Merck 公司生产。
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1. 2 实验方法
1. 2. 1 解结晶处理
称取 5. 0 g 的 MCC 或 2. 0 g 麦草粉末于 100 mL
烧杯中，首先加入 5 mL 去离子水充分润湿，然后缓
慢加入 50 mL 磷酸 ( 85% ) ，边加入边搅拌，混合均
匀后于 50℃的水浴锅中反应 6 h，立即加入 100 mL
去离子水并剧烈搅拌，离心( 6 000 r /min，10 min) 收
集全部固体部分，先用无水乙醇 100 mL 洗涤( 5 次，
每次 20 mL) ，离心收集固体部分后再用去离子水充
分洗涤，以氢氧化钠溶液中和至 pH 7. 0 左右，最后
用丙酮脱水。样品于 50℃ 下真空烘干备用。经 X
射线粉末衍射技术分析，MCC 的结晶度为 92. 2%，
解结晶处理所得 MCC 样品的结晶度为 40. 3%，麦
草样品的结晶度为 56. 8%，解结晶处理所得麦草的
结晶度为 40. 1%。






Y% = ( M/MC ) × 100%
其中，Y%为相应糖得率，M 为生成的糖的质量，MC
为底物的质量。
1. 2. 3 离子色谱检测方法
利用美国戴安公司生产的 ICS －3000 离子色谱
进行色谱检测。配脉冲安培检测器( PAD) ，AS40 自
动进样器，保护柱为 CarboPacTM PA1 guard( 2 mm ×
50 mm) ，色谱柱为 CarboPacTM PA1 column( 2 mm ×
250 mm) 。淋洗液流速为 0. 25 mL /min，进样体积为
50 μL; 检测 MCC 样品时，淋洗液氢氧化钠的浓度为
200 mmol /L，检测麦草样品时，则为 10 mmol /L。
1. 2. 4 纤维素酶相对分子质量检测
采用 MALDI TOF 检测纤维素酶相对分子质量。
N2 激光器，激光波长为 337 nm，加速电压为 30 kV，












1—45℃ ; 2—50℃ ; 3—55℃
图 1 温度对酶解的影响
酶液质量浓度对酶解的影响如图 2 所示。酶液
质量浓度为 0. 037 5 mg /mL 时的酶解效果远低于其
他 2 个质量浓度下酶解效果; 0. 062 5 mg /mL 酶液
与 0. 087 5 mg /mL 酶液效果均较好，二者相差不大，
综合考虑以 0. 062 5 mg /mL 为最佳酶液质量浓度。




由图 3 可知，酶蛋白对 pH 很敏感，该纤维素酶
在 pH 4. 8 时的酶解效果最好，最佳 pH 选 4. 8。由
图 4 可知，随着底物质量浓度的增加，纤维素的酶解
效率也增加，17. 5 mg /mL 底物质量浓度的酶解效果
1—pH = 4. 6; 2—pH = 4. 8; 3—pH = 5. 2
图 3 pH 对酶解的影响
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1—7. 6 mg /mL; 2—12. 6 mg /mL; 3—17. 6 mg /mL
图 4 底物质量浓度对酶解的影响
最好，但增幅趋缓，与 12. 5 mg /mL 底物质量浓度相
比，二者差别不大。酶液质量浓度一定时，酶对底物
吸附 浓 度 是 一 定 的，因 此 最 佳 底 物 质 量 浓 度 为




图 5 所示。由图 5 可知，转速为 120 r /min 时酶解效
率较好。
1—90 r /min; 2—120 r /min; 3—150 r /min
图 5 转速对酶解的影响
综上可知，最佳的酶解条件为: 酶液质量浓度为
0. 062 5 mg /mL，底物质量浓度为 12. 5 mg /mL，pH
4. 8 缓冲溶液，温度为 50℃，转速为 120 r /min。
2. 2 酶水解
MCC 在最佳条件酶解溶液经离子色谱仪检测
表明，有 2 个 明 显 的 吸 收 峰，保 留 时 间 分 别 为




曲线，拟 合 所 得 葡 萄 糖 的 线 性 方 程 为: YHG =
152 150XG + 2. 833 9，其中 YHG为葡萄糖的峰高，XG
为葡 萄 糖 的 质 量 浓 度 ( mg /mL ) ，其 相 关 系 数 为
0. 999 8。所 得 纤 维 二 糖 的 线 性 方 程 为: YHC =
5 398. 4XC + 0. 941 9，其中 YHC 为纤维二糖的峰高，
XC 为纤维二糖的质量浓度( mg /mL) ，其相关系数为
0. 999 2。MCC 酶水解过程葡萄糖与纤维二糖以及
总糖( 二者合计) 质量浓度的变化曲线如图 6 所示。
1—葡萄糖; 2—纤维二糖; 3—总糖
图 6 MCC 酶水解的产物浓度曲线
由图 6 可知，水解液中 2 种产物的质量浓度都
比较低。72 h 时葡萄糖质量浓度趋于最大值，但仍
低于 1. 0 mg /mL; 纤维二糖的质量浓度则明显高于
葡 萄 糖 的 质 量 浓 度，在 酶 解 24 h 时 就 超 过 了
1. 5 mg /mL，但之后增长缓慢，稳定在 1. 5 mg /mL 左
右。MCC 酶解 120 h 时，葡萄糖得率约为 7. 2%，纤
维二糖得率约为 13. 5%，总糖得率约为 20. 5%。
纤维素酶对解结晶 MCC 水解的产物质量浓度
的影响如图 7 所示。由图 7 可知，解结晶 MCC 酶解
溶液中，在 120 h 时，葡萄糖质量浓度约为 2. 0 mg /mL;
而纤维二糖质量浓度在 10 h 就超过了 4. 0 mg /mL，
之 后 增 速 放 缓; 在 120 h 时 总 糖 质 量 浓 度 约 为
8. 0 mg /mL。葡萄糖最终得率约为 24. 1%，纤维二
糖得率约为 41. 4%，总糖得率约为 65. 5%，分别是
MCC 样品的 3. 3、3. 0、3. 2 倍。
1—葡萄糖; 2—纤维二糖; 3—总糖
图 7 纤维素酶对解结晶 MCC 水解的产物
浓度曲线
对比微晶纤维素解结晶前后纤维二糖得率变化
可知，MCC 在酶解 20 h 时达到 13% 得率，之后增幅
明显放缓，趋于稳定; 而解结晶 MCC 在酶解 2 h 得










与其他研究小组得 出 的 超 过 90% 的 总 糖 得 率 相
比［5］，实验中解结晶处理的 MCC 样品的酶解总糖得
率不高。为此，实验中以 MALDI TOF 质谱技术检测
了纤维素酶的分子质量，由纤维素酶的时间飞行质
谱图可知，纤维素酶有 4 个吸收强度明显的峰，其质
荷 比 ( m/z ) 分 别 为 5 895. 343、6 671. 545、
11 320. 754、13 510. 534。结合文献［6 － 7］与纤维
素酶的相对分子质量判断，这 4 个峰分别对应内切
葡聚糖酶( EGI) 、外切葡聚糖酶( CBHII) 、外切葡聚
糖酶( CBHI) 、β－葡萄糖苷酶( BG) 。一般纤维素酶
各组分的相对分子质量大约为 26 000( EGI) 、47 000
( CBHII) 、55 000( CBHI) 、74 000 ( BG) 。可见，所用
纤维素酶的相对分子质量偏低，活性较弱。因此，在
原有纤 维 素 酶 液 中 添 加 适 量 的 β －葡 萄 糖 苷 酶
( EC3. 2. 1. 4) ( 质量浓度为 0. 03 mg /mL) 进行协同
酶解。
2. 4 协同酶解
纤维素酶与 β －葡萄糖苷酶协同水解结晶 MCC
样品的结果如图 8 所示。与单纯使用纤维素酶相
比，葡萄糖质量浓度大幅度提高，且远超过纤维二糖
的质量浓度，酶解 72 h 时葡萄糖质量浓度就超过
7 mg /mL; 而纤维二糖质量浓度在达到 4 mg /mL 后
呈现逐渐降低趋势。
1—葡萄糖; 2—纤维二糖; 3—总糖
图 8 纤维素酶与 β－葡萄糖苷酶协同
酶解解结晶 MCC 的产物浓度曲线
解结晶 MCC 结合协同酶解、解结晶 MCC 结合
单独酶解、MCC 单独酶解 3 种处理方式作用 120 h
时，葡萄糖、纤维二糖和总糖得率对比如表 1 所示。
由表 1 可知，解结晶 MCC 协同酶解的葡萄糖、纤维
二糖、总糖得率分别为 65. 8%、25. 2%、94. 3%，与
解结晶 MCC 单独酶解相比，葡萄糖与总糖得率分别
提高 了 173%、44. 0%，纤 维 二 糖 得 率 则 降 低 了
38. 4%。再与 MCC 单独酶解相比，则葡萄糖得率提














解结晶 MCC 协同酶解 65. 8 25. 2 94. 3
解结晶 MCC 单独酶解 24. 1 41. 4 65. 5










表 2 麦草 2 种方式酶解 120 h 产物得率对比
处理方式 葡萄糖得率 /% 木糖得率 /% 总糖得率 /%
解结晶协同酶解 26. 5 21. 6 54. 3
未解结晶单独酶解 3. 5 9. 8 13. 3
由表 2 可知，解结晶麦草协同酶解 120 h 时，葡
萄糖、木 糖 与 总 糖 得 率 分 别 为 26. 5%、21. 6%、
54. 3%，与未解结晶麦草单独酶解相比，三者分别提








( 1) 酶 水 解 的 最 佳 条 件 为: 酶 液 质 量 浓 度 为
0. 062 5 mg /mL，底物质量浓度为 12. 5 mg /mL，pH
( 下转第 94 页)
·29·
现代化工 第 35 卷第 7 期
65℃，再加入交联剂继续搅拌，控制交联剂质量与反









4 000 ～ 400 cm －1，扫 描 次 数 为 16 次，分 辨 率 为
4 cm －1，KBr 制样［7］。
1. 4 PAC 的制备
向干 燥 的 烧 杯 中 加 入 0. 2 mol /L 的 AlCl3·





凝净化实验。取 500 L 自来水，加入 5 g 原油，实验
中控制搅拌机转速为 2 000 r /min，搅拌 30 min，取油
水混合液静置待用。
1. 6 油含量测定方法







控制 n( 环氧氯丙烷) ∶ n ( 二甲胺) = 1. 5 ∶ 1，聚











( 上接第 92 页)
为 4. 8 缓 冲 溶 液，酶 解 温 度 为 50℃，转 速 为
120 r /min。
( 2 ) 解 结 晶 MCC 结 合 协 同 酶 解 方 法 作 用
120 h，葡萄糖、总糖、纤维二糖得率分别为 65. 8%、
94. 3%、25. 2% ; 与 MCC 单独酶解相比，三者分别提
高了 813. 9%、361. 0%、86. 7%。
( 3) 解结晶麦草结合协同酶解方法作用 120 h，
葡萄 糖、木 糖、总 糖 得 率 分 别 为 26. 5%、21. 6%、
54. 3%，与未解结晶麦草单独酶解相比，三者分别提
高了 657. 1%、120. 4%、308. 3%。
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